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(57) Abstract 

The invention relates to nanocapsules with a size ranging between 50 nm and 10 /xm diameter whose envelope layer consists of 
at least two different, cross-linked polymers PI and P2. Optionally, a lipid layer may be present underneath said envelope layer. The 
inventive nanocapsules are produced by covalently cross-linking at least two different water-soluble polymers PI and P2 on the surface of 
liposomes. Optionally, said liposomes are dissolved once the polymers are cross-linked. The inventive nanocapsules can carry biologically 
active compounds. 

(57) Zusammcnfassung 



Die Erfindung betrifft Nanokapseln mit einer Grosse zwischen 50 nm und 10 pn\ Durchmesser, deren Hullschicht aus mindestens 
zwei verschiedenen, miteinander vernetzten Polymeren PI und P2 besteht, wobei gegebenenfalls unter dieser Hullschicht noch eine 
Lipidschicht vorhanden ist. Die erfindungsgemassen Nanokapseln werden durch kovalente Vemetzung von mindestens zwei verschiedenen 
wasserloslichen Polymeren PI und P2 auf der Oberflache von Liposomen hergestellt, wobei die Liposomen nach der Vemetzung 
gegebenenfalls aufgelost werden. Die erfindungsgemassen Nanokapseln konnen biologisch akuve Verbindungen tragen. 
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Nanokapseln und Verfahxren zur Herstellung dleser 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Nanokapseln mit einer Groiie 
zwischen 50 nm und 10 pm Durchmesser, deren Hullschicht 
aus mindestens zwei verschiedenen, mi teinander vernetz- 
ten Polymeren PI und P2 besteht, wobei gegebenenf alls 
unter dieser Hullschicht noch eine Lipidschicht 
vorhanden ist. Die erf indungsgemafien Nanokapseln werden 
durch kovalente Vernetzung von mindestens zwei ver- 
schiedenen wasserloslichen Polymeren PI und P2 auf der 
Oberflache von Liposomen hergestellt, wobei die 
Liposomen nach der Vernetzung gegebenenf alls aufgelost 
werden. Die. er f indungsgemafien Nanokapseln konnen bio- 
logisch aktive Verbindungen tragen. 

Nanokapseln oder Nanokugeln sind partikulare Strukturen 
im GroiJenbereich zwischen 50 nm und 10 jam, bei denen 
eine Hullschicht einen Binnenraum vom Auiienmedium 
abgrenzt. Diese Eigenschaft unterscheidet Nanokapseln 
von Nanospharen; die letzteren besitzen einen 
einheitlichen Querschnitt. Strukturen mit gleichem 
Aufbau sind auch in groiberen Dimensionen bekannt und 
werden dann als Mikrokapseln . bezeichne t . Liposomen und 
Viruskapside sind weitere verwandte Strukturen der 
Nanokapseln. 
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Zur Herstellung von Nanokapseln lassen sich vorteilhaft 
Verfahrert einsetzen, bei denen Vernet zungsreaktionen an 
Phasengrenzflachen ausgefuhrt werden . Der mbgliche 
Nutzen solcher Partikel ist maJJgeblich von der 
verwendeten Hullschicht und dem Hers tellungsver f ahren 
abhangig. Bekannte Htillschichteri nach dem Stand der 
Technik sind solche aus vernetzten Proteinen oder 
Grenzflachenpolymerisate, insbesondere aus Derivaten 
der Acrylsaure. 

Hullschichten , die ganz oder teilweise aus Proteinen 
bestehen sind von besonderem Interesse, da sie 
biokompatibel und abbaubar ausgefuhrt werden konnen. 
Die zum Aufbau verwendeten Proteine sind 
strukturbildend, konnen aber auch aktivitatstragend 
sein. Solche Partikel sind zum EinschluB von 
Fremdstoffen sowie zur Bindung von anderen Komponenten 
an die Oberflache geeignet. Aufgrund der naturlicheri 
Vielfalt der einsetzbaren Proteine sind die 
Oberf lacheneigenschaf ten in hohem MaBe variabel und 
konnen unterschiedlichen Anf orderungen angepaBt werden. 

Menbranen aus Surface-layer (S-layer) -Proteinen wurden 
(im EP 0154 620) beschrieben. Diese Membranen entstehen 
durch Rekristallisation der S-layer-Proteine in freier 
Losung oder an der Oberflache von Liposomen. 
Im letzteren Fall ist der vorherige Einschlufi von 
Makromolekillen moglich, die Liposomen werden durch das 
Aufbringen der Membran wesentlich stabilisierc (Kupcu, 
S., Sara, M. und Sleytr, U.B., Biochem. Biophys . Acta, 
1235 (2): 263-269 (1995)). Bei f lachig-kristallinem 
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Aufbau der Membranen ergeben sich Strukturen mit einer 
regelmafiigen Anordnung von gleichart igen Poren, die 
vorteilhaft bei der Ultrafiltration verwendet werden 
konnen . 

Die ebenfalls regelmafiige Anordnung chemischer Gruppen 
auf der Oberflache fuhrt bei der Bindung von anderen 
Makromolekulen zu einer sehr horaogenen Verteilung, die 
vorteilhaft bei der Anwendung, in Detektionssystemen 
ist. Limitierend flir den Einsatz in biologischen 
Systemen . kann sich bei den Membranen der S-layer- 
Proteinen deren Immunogenitat auswirken. S-layer- 
Proteine erzeugen eine starke Immunantwort und werden 
daher als Adjuvans verwendet (US 5 04 3 158) . Zudem sind 
die S-layer-Proteine nicht selbst aktivi tatstragend. 

Die US-Patente US 5,498,421; US 5,635,207; US 
5,650,156; US 5,665,383; US 5,639,473 sowie US 
5,512,268 beschreiben die Herstellung und Nutzung von 
Hohlkugeln im Groiienbereich bis 10pm, bei denen an der 
Phasengrenze zu einem nicht wassermischbaren Kern eine 
Hullschicht ausgebildet wird. Diese Hullschicht wird 
durch Disulf idbrucken stabilisiert und kann aus 
Proteinen, insbesondere Hamoglobin oder Albumin oder 
anderen thiolhaltigen Polymeren gebildet werden. Die 
Emulgierung der nichtmischbaren Phase wird durch 
starken Ultraschall bewirkt. Bei diesem Vorgang bildet 
sich unter anderem Wasserstof f peroxid, dass zu einer 
oxidativen Vernetzung der Hullkomponenten fiihrt. 

Aus Hamoglobin hergestellte Partikel sind zur Aufnahme 
und Abgabe von Sauerstoff fahig, allerdings mit anderem 
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Hill-Koef f izienten als naturliches Hamoglobin. Sie 
lassen sich als Blutersatz verwenden. 

In ancieren Verwendungen werden Gase oder Kontrastmi ttel 
in die Partikel eingeschlossen und bei bildgebenden 
Verfahren in der Medizin eingesetzt. In wieder anderen 
Verwendungen wird die Verpackung biologisch ^ wirksamer 
Substanzen beschrieben, insofern diese ohne Verlust 
ihrer Aktivitat in der inneren Phase gelost oder 
emuligiert werden konnen. Fur eine Verpackung von 
hydrophilen Makromolektilen wie Proteinen oder 
Nukleinsauren ist das Verfahren daher nur bedingt 
geeignet , 

Weitere Hohlkugeln im Manometerbereich lassen sich 
durch wiederholte . Abscheidung von Polyelektrolyten auf 
kolloidal gelosten Partikeln darstellen (Caruso, F. ; 
Caruso, R. A. und Mohwald, H. (1998) Science 282:1111- 
1113) . im Beispiel werden sehr kleine Silicapartikel im 
Wechsel mit Poly (diallyldimethylammoniumchlorid) auf 
einer Polystyrenmatrix abgeschieden . Diese Matrix kann 
anschlieflend durch Kalzinierung oder Losungsmittel 
entfernt werden, so dass die Hohlkugeln zuriickbleiben . 

Es ist bekannt, Liposomen und Nanokapseln zum EinschluiJ 
von biologisch aktiven Verbindungen einzusetzen, etwa 
bei pharmazeutischen Formulierungen . Sie konnen ihr 
Cargo an einen Wirkort bringen oder dieses uber einen 
langeren Zeitraum freisetzen. Die umgebende Membran 
kann den eingeschlossenen Wirkstoff vor Abbau oder 
Inaktivierung schiitzen . 
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Die Natur des eingeschlossenen Wirkstoffes, insbesonere 
seine Loslichkeit und sein Molekuiargewicht sind in 
weiten Grenzen variierbar. Liposomen sind daruberhinaus 
wegen ihrer immunologischen Vertraglichkeit besonders 
5 geeignete Systeme fur die Verpackung pharmazeut ischer 

Wirkstof f e . 

Besonders gestaltete Liposomen konnen zur Einbringung 
von Nukleinsauren in Saugetier zel len benutzt werden. In 
einer vorteilhaf ten Variante dieser Technik werden 

10 Lipid-Nukleinsaure-Komplexe unter der Verwendung 

kationischer Lipide erzeugt und die zu behandelnden 
Zellen damit transf i ziert . Die Transf ektion ist 
einfach, aber wenig effektiv un unspezif isch . 
In einer andern Ausgestal tung werden pH-sensitive 

J « s Liposomen auf dem endozytotischen Weg von den 

Zielzellen aufgenommen. Im sauren Kompartiment der 
Endosomen fusionieren diese mit der umgebenden Membran 
und bringen auf diesem Wege ihr Cargo in das 
Zellinnere. Mit diesem Verfahren lassen sich auch 
20 Proteine und andere Wirkstoffe in das Zellinnere 

transportieren. 

Liposomen konnen auch als Detekt ionssysteme mit hoher 
Signalverstarkung verwendet werden (US 4 622 294) . Die 

25 Signalverstarkung wird in diesem Fall durch die hohe 

Anzahl von eingeschlossenen Enzymmolekulen im Verhaltis 
zur detektierten Spezies erreicht. Nachteilig bei der 
Verwendung von konventionellen Liposomen ist deren 
Empf indlichkei t gegenuber Detergenzien, die bei ver- 

30 anden Anwendungen zur Unterdrlickung unspezif ischer 

Wechseiwirkungen eingesetzt werden, . 
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Die bekannten Hohlkugeln haben folgende Nachteile: 

Die Hohlkugeln, die auf der Verwendung von S-layern 
beruhen, weisen einen wafirigen Binnenraum und eine 
definierte Permeabili tat der Htlllschicht auf. Die 
Moglichkeit zur Verpackung hydrophiler Makromolekille 
ist gegeben. Nachteilig ist aber die Beschrankung der 
nutzbaren Verbindungen auf die S-layer-Proteine . Diese 
sind nicht aktivi tatstragend und zeigen antigene 
Wirkung . 

Beim Verfahren nach US 5 498 421 und den anderen 
genannten US~Schrif ten entsteht eine funktionelle 
Hullschicht aus Proteinen in einer Phasengrenze. Das 
System ist nur bedingt fur den Einschlufi von 
hydrophilen Makromolektilen geeignet. Die Komponenten 
der Hullschicht sind sehr starr miteinander vernetzt, 
daraus resultiert eine Veranderung der Eigenschaf ten 
beim verwendeten Hamoglobin. Die nutzbaren Komponenten 
zum Aufbau der Hulle sind auf solche Polymere 
beschrankt, die eine Vielzahl von Thiolf unktionen 
besitzen und sich an den verwendeten Phasen- 
grenzflachen anlagern. 

Nachteilig bei konventionellen liposomalen Systemen ist 
ihre geringe mechanische und in-vivo Stabilitat. Die 
Partikel werden innerhalb kurzer Zeit von Makrophagen 
des retikuloendothelialen Systems aufgenoinmen und somit 
aus der Zirkulation entfernt. 
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Aufgabe der Erfindung war es deshalb, Nanokapseln 
bereit zustellen, die die genannten Nachteile nicht 
aufweisen . 

Erf indungsgemaft gelingt dies "durch Nanokapseln mit 
einer Grofte zwischen 50 nm und 10 um im Durchmesser, 
die durch kovalente Vernetzung von zwei verschiedenen 
wasserloslichen Polymeren PI und P2, die eine grofiere 
Anzahl f unktioneller Gruppen aufweisen, auf der Ober- 
lache von Liposomen hergestellt wurden. Das Verfahren 
zur Herstellung der erf indungsgemaiien Nanokapseln ist 
dadurch gekennzeichnet, daB zunachst Liposomen herge- 
stellt werden, diese mit einem Polymer PI beschichtet 
werden, indem das Polymer PI in waBriger Losung an die 
Liposomenoberf lache gebunden wird und dann das 
aufgebrachte Polymer PI mit einem von PI verschiedenen 
Polymer P2 in wafiriger Losung kovalent vernetzt wird 
und gegebenenf alls noch weitere Polymerschichten durch 
Vernetzung aufgebracht werden. 

Als Ausgangsmaterial werden Liposomen verwendet, deren 
Grofte die der entstehenden Nanokapseln bestimmt. 
Geeignete Methoden zur Herstellung solcher Liposomen 
sind an sich bekannt. 

Eine vorteilhafte Variante der Herstellung von 
Liposomen umfaiit die Auflosung der Merabranbestandteile 
in Ethanol und die Mischung der Losung mit Wasser oder 
waBrigen Puf f er losungen . Aus den so gewonnenen 
multilamellaren Liposomen werden durch Behandlung im 
Hochdruckhomogenisator (French Press) kleinere uni- 
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Oder oligolamellare Vesikel mit enger GroiJenverteilung 
hergestellt . 

Eine Variation dieser Technik ist die Passage der 
multilamellar en Ausgangsliposomen durch isopore 
Membranen, die ebenfalls zur Entstehung von uni- und 
oligolarnellaren Liposomen mit enger Grofienverteilung 
f uhrt . 

Nach einem andern Verfahren werden uni- und 
oligolamellare Liposomen aus einer Detergens-Lipid 
Phase durch Entfernung des Detergens hergestellt. Das 
kann durch Gelf il tration oder Dialyse erreicht werden. 

Erf indungsgemafi mussen die verwendeten Liposomen die 
Bindung des wasserloslichen Polymers PI ermoglichen. 
Methoden ftir die kovalente Kopplung in wafirigen Medien 
sind dem Fachmann bekannt (G.Hermanson, Bioconjugate 
Techniques, Academic Press 1996) und beinhalten die 
he terof unktionelle oder homof unktionelle Verkniipfung 
von Amino-, Thiol-, Hydrazo-, Hydroxy-, Azidwasser- 
stoff-/ Aldehyd-, Carboxylgruppen oder von. deren 
aktivierten Estern in geeigneten Kombinationen . 

Liposomen konnen solche f unktionellen Gruppen 
enthalten. Alternativ konnen durch chemische Modific- 
ation der Lipidbestandteile solche Gruppen auf der 
Oberflache von Liposomen erzeugt werden. 

Zu den geeigneten membranbildenden oder raembran- 
standigen Verbindungen mit solchen Gruppen gehoren 
unter anderem: Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylse- 
rin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylinosi tol und die 
Derivate dieser Verbindungen, insbesondere solche mit 
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freier Thiol-, Amino-,.. Carboxyl-, Aktivester- oder 
Aldehydf unktion . Weitere geeignete Verbindungen sind 
amphiphile Molekule mit den genannten f unktionellen 
Gruppen, die sich in die Lipidschicht einlagern, ohne 
5 diese dabei zu zerstoren. Dazu gehoren unter anderem: 

Alkylamine, Alkylthiole und Fettsauren sowie die 
aktivierten Ester solcher Fettsauren. Weitere geeignete 
Verbindungen sind S terolderivate, wie z. B. .Cholsauren, 
Deoxycholsauren, Thiochol esterol und ahnliche Verbin- 
JO dungen. 

Die Oberflache von Liposomen kann durch Einfiihrung 
reaktiver Gruppen chemisch modif iziert werden. Dazu 
gehoren die Aktivester von membranstandigen Carboxyl- 
funktionen, etwa deren N-Hydroxysuccinimids ter . Dazu 
15 gehoren weiterhin Aldehydf unktionen, die sich etwa 

durch Behandlung von membranstandigen Aminf unktionen 
mit Glutaraldehyd oder durch Oxidation glykosylier te 
Lipide erzeugen lassen. Dazu gehoren weiterhin Thiol- 
funktionen, die sich etwa durch Reaktion membran- 

20 standiger Aminof unktionen mit 2-lminothiolan erzeugen 

lassen. Dazu gehoren weiterhin membranstandige 2- 
Pyridyldithionate oder Maleimide oder Haloacetyle, die 
sich durch geeignete heterobif unktionelle Reagenien 
erzeugen lassen. 

25 Die Erzeugung solcher reaktiver Gruppen wird vorteil- 

haft nach der Herstellung der Liposomen durchgef uhrt , 
urn diese Gruppen auf die Aufienseite der Liposomen zu 
beschranken. Werden solche reaktiven Gruppen an mem- 
branbildenden oder membranstandigen Komponenten bereits 

30 zur Bildung der Liposomen verwendet, so ist eine im 
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Einzelfall nachteilige Reaktion mit eingeschlossenen 
Cargomolekiilen moglich. 

Homo- oder heterof unktionelle Verknupf ungen zwischen 
Amino-, Thiol-, Hydrazo-, Aldehyd-, Carboxyl, 
Aktivester-, Hydroxyl- oder Azidwasserstof f gruppen 
werden vorteilhaft unter Zuhil f enahme von Hilfsstoffen 
ausgef tihrt . Dazu sind die in der Proteinchemie 
gebrauchlichen bif unktionelien Quervernetzer geeignet, 
wie z. B. Isothiocyanat, Isocyanate, Acylazide, N- 
Hydroxysuccinimidester, Sulf onylchide, Aldehyde, Epo- 
xide, Carbonate, Imidoester, Carbodiimide, Anhydride, 
Haloacetyle, Alkylhalide, Maleimide, Aziridine, 
Pyridiyldi sulfide, Diazoalkane, Diazoacetyle, Carboyl- 
diimidazole, N-Hydroxysuccinimidylchlorof ormiate oder 
Verbindungen, die diese f unktionelien Gruppen in 
geeigneten Kombinat ionen enthalten. Eine gebrauchiche 
Variante der Kopplung zwischen Amino- und 
Carboxylgruppen beinhaltet die Derivatisierung des 
Carboxyls in einem reaktiven Ester, etwa unter 
Verwendung von ■ N-Hydroxysuccinimid . Diese Derivati- 
ierung kann am Polymer oder am Liposom erfolgen. 

Fur eine nicht kovalente Kopplung insbesondere von 
Proteinen sind Chelat komplexe geeignet. Proteine fur 
eine solche Kopplung konnen solche sein, die 
naturlicherweise Chelatkomplexe bilden, etwa die DNA 
bindenden Zn-Fingerproteine . Mit Hife rekombinanter 
DNA-Techniken lassen sich aber auch chelat isierende 
Sequenzen in Proteine einftigen. Ein allgemein bekanntes 
Beispiel sind die als His-tag bekannten Hexahistidin- 
extensionen an den N- oder C-Termini von Proteinen. 
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Solche Proteine konnen ..in Anwesenheit von Ionen der 
Obergangsmetalle an chela ti si erende Lipids chich ten 
binden. Diese Lipi'dschichten konnen durch den Einbau 
solcher amphiphiler Verbindungen erzeugt werden, die in 
5 ihrem polaren Teil die Trinitr iloessigsaure oder die 

Diiminoessigsaure enthalten . 

1st das Polymer PI ein Polymer mit hinreichender 
Affinitat zur Lipidschicht , so ist kein distinkter 
10 Kopplungsschri tt notwendig. 

Zu den geeigneten Polymeren PI gehoren daher integrale 
und periphere Membranproteine, aber auch solche 
Polymere, deren Affinitat zur Membran durch eine 
nachtragliche Modi f i zierung erhoht wurde . Methoden zu 

15 einer solchen Modif izierung beinhalten die Dotierung 

von Polymeren mit f unktionalisierten Alkylresten, etwa 
die Behandlung mit N-Hydroxysuccinimidestern langketti- 
er Fettsauren oder auch die kovalente Kopplung von 
Phopholipiden . Eine solche Kopplung kann liber 

20 vorhandene Amino-, Thiol- oder Carboxylgruppen unter 

Zuhilfenahme von homo- oder heterobif unktionellen 
Vernetzern erreicht werden, wobei das Phospholipid 
durch Detergenzien in Losung gehalten wird. An 
glykosylierten Proteine lassen sich durch Oxidation 

25 Aldehydfunktionen erzeugen, die zur Kopplung an 

lipidstandige Aminof unktionen genutzt werden konnen. 
Hierbei ist kein Hilfsstoff notwendig. 

Analoge Modif izierungen sind auch an anderen natiir- 
lichen und synthetischen Polymeren mdglich. 



BMSOOCIO: <WO 002B972A2 I > 



WO 00/28972 



12 



PCT/EP99/09744 



Synthetische Polymere konnen eine erhohte Affinitat zur 
Membran besitzen, wenn bei ihrer Herstellung amphiphile 
Komonomere zugemischt werden. 

Proteine konnen auch durch molekularbiologische 
Verfahren in ihren Eigenschaf ten so verandert werden, 
dafl sie zu integralen oder peripheren Membranproteinen 
werden . 

Eine elektrostatische Auf konzentrierung von PI an der 
Lipidschicht ist vorteilhaft fiir die Ausfuhrung des 
Kopplungsschritts . Dazu kann die Lipidschicht mit 
geeigneten ionischen Komponenten dotiert werden. Zu den 
geeigneten Komponenten gehoren Alkylcarbonsauren, 
Alkylsulfonsauren, Alkylamine, . Alkylammoniumsalze, 
Phosphorsaureester mit langkettigen Alkoholen, aber 
auch natiirliche oder synthetische geladene Lipide, wie 
etwa Phosphatidylglycerol, Phosphatidylserin, geladene 
Derivate des Phosphatidylethanolamins oder Cholesteols, 
Phosphatidylinositol, Cardiolipin oder Sphingolipide . 

Zur erf indungsgemafien Ausbildung von Nanokapseln sollte 
eine hohe Beladung der Liposomen mit dem Polymer 
erreicht werden. Andererseits gilt es, die Bildung von 
Aggregaten moglichst zu unterdrucken. Wo moglich, 
sollten Lipidschicht und Polymer daher unterschiedliche 
funktionelle Gruppen besitzen. So konnen thiolhaltige 
Lipidschichten mit einer Vielzahl von thiolfreien 
Polymeren beschichtet werden, unter anderem auch mit 
Proteinen, die keine freie Thiol funktion besitzen. 
Gerade bei der Verwendung von Proteinen als Polymer PI 
lafit sich dies nicht immer bewerkstelligen . Unter 
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.diesen Umstanden konnen vorte.ilhaft solche hetero- 
bif unktionellen Reagenzien als Hilfsstoffe eingesetzt 
werderi, bei denen sich stabile Intermediate isolieren 
lassen, die dann eine gerichtete Reaktion ermoglichen. 

Ein nach der Bindung eventuell vorhandener Uberschuft an 
Polymer PI kann durch geeignete Maftnahmen wie etwa 
Dialyse, Tangent ialdialyse , Flotation, Gelf iltration 
oder Ultrafiltration entfernt werden. 

) 

In einem folgenden Schritt wird das Polymer PI durch 
ein davon verschiedenes Polymer P2 kovalent vernetzt. 
Die dafur eingesetzten Hilfsstoffe und Verfahren 
entsprechen denen fur die kovalente Fixierung von PI. 
Die Verwendung von Hilfsstoffen entfallt, wenn PI und 
P2 von sich aus kovalente Verbindungen eingehen konnen. 
Das ist beispielsweise der Fall, wenn PI oder P2 ein 
-polyfunktionelles Aldehyd und der andere Partner ein 
polyf unktionelles Amin oder Hydrazin sind. 

Sowohl PI als auch P2 sind wasserlosliche Polymere, die 
eine groiiere Anzahl f unktioneller Gruppen wie Amino-, 
Carboxyl-, Thiol, Hydrazo-, Hydroxyl-, Azidwasser- 
stoff-, Aldehyd- oder Aktives tergruppen besitzen. 

Dazu gehoren insbesondere Polysaccharide wie 
Alginsaure, Chitosan, Pektin, Hyaluronsaure, Polymannu- 
ronsaure, Heparin, Gummi Arabicum, Kara j agummi , 
Xanthangummi, Karragenan, Locus Bean Gum und die Salze 
dieser Verbindungen sowie carboxylierte, aminierte, 
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thionylierte hydrazylierte oder oxidierte Dextrane, 
Starken, Levane, Inuline oder Agarosen. 

Dazu gehoren auch das Polymer isationsprodukt des 
Glutaraldehyds und andere polyf unktionelle Aldehyde. 
Dazu gehoren weiterhin nattirliche oder synthetische 
Proteine oder Peptide oder Homo- oder Heteropolymere 
aus Aminosauren, die liber mehrere freie Amino-, 
Carboxyl- oder Thiolgruppen verfugen. 

Dazu gehoren Polyacrylsauren, Polyacrylamide, Poly- 
methacrylsaure, Pol ymethacryl amide , Polyvinylpyrroli- 
done, Polyhydroxyethylacrylate, Polyhydroxymethylacry- 
late, Polyethylenimine und verzweigte Polyethylengly- 
kole, die iiber mehrere freie Amino-, Carboxyl- oder 
Thiolgruppen verfugen. Diese f unktionellen Gruppen 
konnen durch Copolymerisation oder durch nachtragliche 
Modif izierung eingefiigt werden. 

Vorteilhafte Varianten der Erzeugung solcher Copolymere 
sind in Hansen (Analytical Biochemistry 76:37 (1976)) 
oder in O'Connell und Brady (Analytical Biochemistry 
76: 63 (1976)) beschrieben . . Dabei wird Polyacrylamid in 
Gegenwart von spaltbaren Biacrylen polymerisiert . 
Hansen verwendet dazu N, N 1 -bis (Acryloyl ) -Cys tamin und 
spaltet das entstandene Gel reduktiv. Es entsteht ein 
Polythiol auf Acrylbasis, dass sich hervorragend zur 
Vernetzung im Sinne dieser Erfindung eignet. O'Conell 
und Brady setzen ein bif unktionelles Acrylamid mit zwei 
vicinalen Hydroxyf unktionen ein, die anschliefiend 
oxidativ gespalten werden. Es entsteht ein multi- 
valenter Aldehyd, mit dem sich vernetze Hullschichten 
aufbauen lassen. 
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Es gehoren weiterhin dazu Mischformen der aufgefuhrten 
Verbindungen wie glykosylierte Proteine, posttransla- 
tional modif izierte Proteine, Prot einkomplexe mit 
anderen Naturstof f en, Kopolymere aus Zuckern und 
5 Acrylaten und verwandte Verbindungen, insofern als alle 

diese Verbindungen wasser loslich sein miissen und nicht 
selbst micellare oder vesikulare Strukturen bilden. 

Es gehoren weiterhin dazu modif izierte Polymere PI oder 
10 P2, die zur Ausbildung von Chelatkomplexen befahigt 

sind oder die eine Affinitat zu Lipidschichten haben. 

Dazu gehoren auf cheraischem Wege erzeugte Derivate der 

bis hierher genannten Polymere. Dazu gehoren auch 

solche synthetische Polymere, die ein amphiphiles oder 
15 ein chelatisierendes Comonomer e'n thai ten, Dazu gehoren 

auch gentechnisch veranderte Proteine mit chelati- 

sierenden Eigenschaf ten . 

Ein wichtiger Anwendungsf all besteht dariri, dafl eines 
20 der Polymere PI oder P2 ein Protein ist. 

Vorzugsvarianten sind solche, bei denen dieses Protein 
ein Albumin, ein Hamoglobin, ein Myoglobin, ein 
Antikorper , a2-Makroglobulin, Fibrinogen, Fibronectin, 
25 Collagen, Vitronectin, Protein A, Protein G, Avidin, 

Streptavidin, Concanavalin A, Wheat Germ Agglutinin 
oder ein Selektin ist. 

Vorteilhaft ist es, wenn eines der Polymere PI oder P2 
30 eine fadige Struktur aufweist. Das ist bei vielen 
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Kohlenhydraten der Fall oder bei Polymeren der 
Acrylsaure oder ihrer Derivate. 

Das Polymer kann auch f luorescierende Eigenschaf ten 
haben oder diese durch Modif izierungen erhalten. Ein 
geeigneter Stoff mit solchen Eigenschaf ten ist das 
Green Fluorescent Protein. Andere Proteine oder 
Kohl enhydrate lassen sich mit fluorescierenden Stoff en 
modif izieren . Geeignete Methoden dazu sind dem Fachmann 
an sich bekannt und beinhalten die kovalente Bindung 
des aktivierten Fluorophors an entsprechende Gruppen 
des Polymers oder die Komplexbildung von 
fluorescierenden Metallionen mit chelatisierenden 
Gruppen des Polymers. Nanokapseln lassen sich auch 
nachtraglich mit fluorescierenden Stoffen modif izieren . 

Freie Nukleinsauren gehoren nicht zu den geeigneten 
Polymeren. 

Da das Polymer PI an der Oberflache der Liposomen eine 
lokal weit hohere Konzentration als in freier Losung 
aufweist, geht die Vernetzung vorzugsweise an der 
Oberflache vonstatten. Reste von PI in freier Losung 
konnen mit dem Polymer P2 ebenfalls vernetzt werden und 
Partikel bilden. Freies P2 und freie Pl-P2-Partikel 
lassen sich von den beschichteten Liposomen durch 
Dialyse, Tangentialdialyse, Flotation, Gel filtration 
oder Ultrafiltration abtrennen. 

Nach Beschichtung und Vernetzung erhalt man Hohlkugeln, 
bei denen eine innere Lipidmembran mit einer aufleren 
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polymeren Hulle umgeben ist. Diese Hulle verandert die 
Oberf lacheneigenschaf ten der Liposomen und erhoht deren 
Stabilitat. 

In einer bevorzugten Variante der Erfindung werden 
Nanokapseln hergestellt, bei denen die Liposomen nach 
der Vernetzung aufgelost wurden. Dies kann vorzugsweise 
durch Auswaschen mit einem Detergenz erfolgen. 

Dabei kommt es auch zur Freisetzung von solcher- 
Polymeren PI oder P2, die lediglich an der 
Lipidschicht , nicht aber untereinander gebunden sind, 
sowie. zum Zerfall nicht hinreichend vernetzter 
Strukturen. Die Nanokapseln lassen sich von diesen 
Zerf allsprodukten durch Sedimentation, Gelf iltrat ion 
oder Ultrafiltration abtrennen. Geeignete Detergenzien 
sind alkylierte Zucker wie etwa Octylglucosid, Salze 
der Cholsaure und ihrer Derivate, Alkylsulf onsauren 
oder Polyoxyethylensorbitole . 

Hohlkugeln im Nanometerbereich im Sinne dieser 
Erfindung bestehen aus den beiden Polymeren PI und P2 . 
Die formgebenden Liposomen konnen erhalten bleiben oder 
entfernt werden. Die Grofie der entstandenen Hohlkugeln 
wird durch die der eingangs verwendeten Liposomen 
bestiramt . 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen Nano- 
kapseln sind zum Einschlufi von biologisch aktiven 
Verbindungen, beispielsweise von pharmazeutischen Wirk- 
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stoffen oder von Proteinen oder Nukleinsauren, ge- 
eignet . 

In diesem Fall werden Liposomen verwendet, welche die 
einzuschlieftenden Stoffe bereits enthalten. Methoden 
zur Herstellung solcher Liposomen sind dem Fachmann 
bekannt . Die einzuschliefienden Verbindungen sind 
lediglich insofern eingeschrankt als sie die Integritat 
der Liposomen nicht nachteilig beeinflussen durfen, wie 
etwa Detergenzien . Die eingeschlossenen Verbindungen 
verbleiben bei den weiteren Reaktionsschritten des 
Aufbringens von PI und P2 in den Liposomen. 

In die er f indungsgemaiien Nanokapseln konnen synthetisch 
chemische Verbindungen, Proteirie, Peptide, Vitamine, 
Hormone, Kohlenhydrate oder Nukleinsauren sowie 
Gemische derselben eingeschlossen werden, die 
beispielsweise als Antibiotika, Fungizide und 
antivirale Agenzien, Antikorper, Zytostatika und 
Immunsuppressiva, Analgetika, Anasthetika, Antidepres- 
siva, Antidiabetika, Antihypertensika, Antikoagulatien, 
antiinf lammatorische, angs tl 6s ende, sedative , antiar- 
rhythmische, antiarthritische Wirkstof f e, Bronchodi- 
latoren, hypoglykamische und hypolipidamische 

Wirkstoffe sowie Wirkstoffe zur Stimulierung der 
Erythropoese dienen konnen. 

Die Permeabilitat der Hullschicht der Nanokapseln wird 
durch das Auswaschen der Liposomen wesentlich erhoht . 
Dieser ProzeiJ beinhaltet die Passage von 
Detergensmolekulen und Mischmicellen durch die auflere 
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Hullschicht . In gleicher Weise konnen Substrate und 
Produkte einer im Innern der Nanokapsel s tattf indenden 
Reaktion ausgetauscht werden. Eine Anordnung zur 
Durchfuhrung solcher Reaktionen besteht vorzugsweise 
5 . aus Nanokapseln mit im Inneren befindlichen enzymatisch 

aktiven Stoffen mit hohem Molekulargewicht , deren 
Liposomen durch Detergenzien ausgewaschen wurden . 
Geeignete Stoffe fur einen solchen Einschlufi sind 
insbesondere Enzyme oder Ribozyme. 
10 In einer anderen Variante dieser Ausgestal tung der 

Erfindung bleibt die Lipidschicht erhalten. In dieser 
Ausgestaltung konnen nur solche Stoffe ausgetauscht 
werden, die durch die Lipidschicht dif f undieren . 

15 In einer vortei lhaf ten Ausgestaltung der Erfindung 

werden solche Polymere zum Aufbau der Hullschicht 
verwendet, die nicht nur strukturbildend, sondern auch 
- ..- aktivitats tragend sind. Solche Hiillen konnen zum 
Beispiel Bindungseigenschaf ten fur andere Molekiile oder 

20 katalytische Ei genschaf ten besitzen. Unter den 

Proteinen finden sich solche Polymere mit struktur- 
bildenden und aktivi tatstragenden Eigenschaf ten . 
In einer Variante dieser erf inderischen Ausgestaltung 
wird Hamoglobin zum Aufbau der Hullstruktur benutzt. 

25 Die entstehenden Nanokapseln konnen als Blutersatz 

verwendet werden. 

In einer andern Variante dieser Ausgestaltung wird die 
Hullschicht unter Verwendung von solchen Proteinen 
30 hergestellt, die haufig vorkommende Merkmale anderer 

Proteine erkennen und binden konnen. Geeignete Proteine 
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fur diesen Zweck sind Lektine, biotinbindende oder 
antikorperbindende Proteine. Mit dieser Variante der 
Erfindung werden Nanokapseln erzeugt, die Glykosy- 
lierungen, antigene Epitope oder Biotingruppen auf 
Proteinen erkennen konnen und diese Proteine 
hochspezif isch binden. Solche Nanokapseln sind von 
Interesse- fur die biochemische Diagnostik. Nanokapseln 
mit einem solchen Aufbau konnen aber auch fur eine 
zielgesteuerte Applikation von Arzneistof f en benutzt 
werden. 

Zu den hochspezif ischen Molekulen gehoren daher 
insbesondere solche, die mit der Oberflache von Zellen 
interagieren konnen. Komplementare Paare in diesem 
Sinne sind Antikorper und membranstandige Antigene, 
Lektine. oder Selektine und membranstandige Glykosy- 
lierungen, Hormone und deren Rezeptoren und andere 
mehr . 

Vorteilhaft ist. der modulare Aufbau der Strukturen, der 
zum einen die Erzeugung einer offenen Anzahl von 
Spezif itaten auf einigen wenigen Hullschichten erlaubt, 
zum anderen einen sehr okonomischen Einsatz der letzt- 
lich spezif itatsbestimmenden Komponenten gestattet. 

Dariiber hinaus kommen diese Komponenten nicht mit den 
zur Vernetzung verwendeten Chemikalien in Kontakt, die 
Gefahr einer Inaktivierung ist daher nicht gegeben. Die 
Valenz der erhaltenen Struktur, das heiftt die Anzahl 
der oberf lachlich gebundenen spezifischen Komponenten 
laiit sich leicht durch Titration verandern. Eine hohe 
Dichte dieser Komponenten ist gleichbedeutend mit einer 
hohen Aviditat und ermoglicht stabile Interaktionen 
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auch bei ungiinstigen Bindungskonstanten der einzelnen 
Wechselwirkung, wie sie etwa zwischen MHC-Komplexen und 
T-Zell-Rezeptoren gegeben ist. 

5 In einer weiteren vorteilhaf ten Ausges tal tung der 

Erfindung werden Nanokapseln nach ihrer Entstehung mit 
weiteren Stoffen modif iziert . Eine wichtige Variante 
dieser Ausgestal tung ist die Modif izierung der 
Oberflache der Nanokapseln mit Poiyethylenglykol . Eine 
l<> solche Beschichtung fuhrt zu Partikeln mit einer 

verbesserten Vertraglichkei t bei pharmazeutischen 
Anwendungen . 

Figur 1 zeigt ein Schema zur Herstellung der 
15 erf indungsgemafien Nanokapseln: 

Liposomen (1) werden zunachst mit dem Polymer PI 
beschichtet (2) . Anschliefiend wird diese Schicht durch 
eine anderes Polymer P2 vernetzt (3) . Die formgebenden 
20 Liposomen konnen durch Detergenzien entfernt werden 

(4) . 

Die Verwendung der erf indungsgemafien Nanokapseln 
erfolgt vor allem als Container und Transporter fur 
25 biologisch wirksame Stoffe. 

In einer bevorzugten Verwendung kommeri insbesondere 
solche Stoffe mit enzymatischer Aktivitat zum Einsatz, 
deren Substrate und Produkte durch die Hullschicht 
30 ausgetauscht werden konnen. 
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Nanokapseln im Sinn.e - der vorliegenden Erfindung 
besitzen eine dif f usionsof f ene Struktur, die den 
Austausch von Moleklilen mit signif ikanter GroJJe, etwa 
beim Herauslosen der Lipidschicht , zulafit. GroBe 
Molekule wie etwa Enzyme werden jedoch von der 
Hullschicht zuruckgehalten. In weiteren erfindungs- 
gemaften Verwendungen der Nanokapseln sind diese mit 
solchen Enzymen gefiillt, die Reaktionen katalysieren, 
deren Substrate und Produkte die Hullschicht passieren 
konnen. Diese Art der Verpackung eines biologischen 
Makromolekuls in Nanokapseln hat gegenuber dem Stand 
der Technik den Vorteil extrem geringer Dif f usionswege 
und einer damit verbundenen Erhohung der spezifischen 
Aktivitat des eingeschlossenen Enzyms. Dariiber hinaus 
kann die Einwirkung von vernetzenden Agenzien, wie sie 
bei der chemischen Fixierung auftritt, vermieden 
werden . 

In einer weiteren er f indungsgemaften Verwendung werden 
signalgebende Systeme, wie etwa Meerrettich-Peroxidase 
oder alkalische Phosphatase oder f luorescensmarkierte 
Makromoleklile, in solche Nanokapseln eingeschlossen, 
die spezifische Bindungseigenschaf ten gegenuber anderen 
Stoffen aufweisen. Solche Systeme sind zur Detektion 
dieser anderen Stoffe geeignet, insbesondere in der 
medizinischen oder biochemischen Diagnostik. 

Vorteilhaft gegenuber den Liposomen ist die Tatsache, 
daft Nanokapseln stabil gegenuber Detergenzien sind, 
insbesondere auch gegenuber solchen Detergenzien, die 
zur Unterdriickung unspezif ischer Bindungen in solchen 



WO 00/28972 



23 



PCT/EP99/09744 



Verfahren eingesetzt werden, wie etwa Tween 20 oder 
Triton X-100. 

In einer Variante dieser erf indungsgemafien Verwendung 
sind die Nanokapseln selbst Trager des signalgebenden 
Systems. Vorteilhaft werden Nanokapseln prapariert, 
deren Polymere f luorescierende Eigenschaf ten besitzen. 
Dabei werden f luorescierende Derivate von PI und/oder 
P2 zum Aufbau der Nanokapseln verwendet oder die 
Nanokapseln nach ihrer Herstellung mit f luorescierenden 
Stoffen kovalent verbunden. 

Die . hier beschriebenen Strukturen sind als Trager fur 
pharmazeutische Wirkstoffe im Sinne des drug delivery, 
15 im Sinne eines Trans f ervektors > im Sinne eines 

Depotsystems oder bei einer Enzymersatztherapie 
geeignet. Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die 
...... ..Verwendung der er f indungsgemafl hergestellten 

Nanokapseln zur Herstellung von pharmzeutischen 
20 Zubereitungen, die der Applikation von Wirkstoffen - 

wie oben beschrieben - dienen. Bei einer anderen 
Verwendung in Detektionssystemen, also in der 
biochemischen Diagnostik, ist die Stabilitat der 
Struktur gegeniiber Detergenzien ■ von wesentlichem 
25 Vorteil, da solche Stoffe tiblicherweise zur 

Unterdruckung unspezif ischer Interaktionen eingesetzt 
werden . 

In einer erf indungsgemafien Verwendung der Nanokapseln 
30 sind diese so beschaffen, dafi sie spezifisch an 

Zielzellen von Saugetieren binden. Nanokapseln im Sinne 
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ciieser Verwendung besitzen eine oder mehrere Klassen 
von Liganden auf ihrer Oberflache, deren komplementare 
Bindungspartner sich auf der Oberflache der Zielzellen 
befinden. Nanokapseln mit solchen Eigenschaf ten sind 
Trager fiir Therapeutika, die diese an eine definierten 
Wirkorf dirigieren. Die innere Lipidschicht der 
Hohlkugeln kann bei dieser Verwendung erhalten bleiben, 
wenn es dem Einschluii der zu transportierenden Substanz 
dienlich ist. 

In einer Variante dieser erf indungsgemafien Verwendung 
enthalten die Nanokapseln Stoffe, gegen die eine 
Immunantwort ausgelost werden soil. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Variante dieser 
Ausgestaltung der Erfindung werden die Nanokapseln zum 
Transfer von Wirkstoffen in das Cytosol von 
Saugetierzellen benutzt. Diese Nanokapseln sind so 
beschaffen, dass sie von Saugetierzellen endozytiert 
werden. Nanokapseln fur diese Ausgestaltung der 
Erfindung bestehen aus einer Hullschicht, die von den 
Hydrolasen des • Endosoms abgebaut werden kann. Sie 
werden daruberhinaus aus solchen Liposomen hergestellt, 
deren Membran mit der des endozytotischen Vesikels 
fusionieren kann. Vorteilhaf t bei dieser Ausgestaltung 
der erf inderischen Lehre ist die Tatsache, dass eine 
solche Fusion nicht zu einer Freisetzung lytischer 
endosomaler Aktivitaten in das Zellinnere flihren kann. 
Nanokapseln fiir diesen Verwendungszweck konnen mit 
unterschiedlichen Wirkstoffen beladen werden. Der 
beschriebene Transportweg ist jedoch von besonderem 
Vorteil beim Transport nicht membrangangiger biolo- 
gischer Makromolekule, wie etwa Proteine, Peptide, 
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Antikorper, Enzyme, Oligonucleotide, DNA, RNA, Hormone, 
aber auch von Antibiotika, Fungiziden und antivirale 
Agenzien sowie von Zytostatika. 

5 Nanokapseln gemaft der hier vorliegenden Erfindung sind 

hydrophile, permeable und detergensstabile Strukturen 
aus vernetzten Polymereri, die sich aufgrund der 
Vielzahl von verwendbaren Kompbnenten fur eine grofie 
Zahl von Anwendungen spezif izieren lassen. Die 

10 vorliegende Erfindung erweitert erheblich das Spektrum 

solcher Stoffe, die sich als Tragerma terialien im Sinne 
eines drug targeting, eines Transf ervektors , einer 
Depotform oder fur eine Enzymersatztherapie verwenden 
lassen. Dabei konnen die verwendeten Komponenten sowohl 

15 strukturbildend als auch aktivitatstragend sein. Die 

beschriebenen Hohlkugeln lassen sich aus Stoffen mit 
• einer antigenen Wirkung herstellen oder aus solchen, 
die keine Immunantwort hervorrufen. . .. 

2() Benutzt man die hier beschriebene Struktur zum 

EinschluB von Enzymen, so ist durch die diffusions- 
offene Architektur eine hohe Ver f iigbarkei t der 
eingeschlossenen Aktivitat gewahrleistet . Bei der 
gewahlten Grolie im Mikrometer- und Submikrometer- 

25 bereich sind die Dif f usionswege zudem extrem kurz. 

Wahrend der Preparation der Hullen sind die 
eingeschlossenen Stoffe vor der Aktion chemischer 
Quervernetzer geschutzt, es kann damit nicht zu einer 
Inaktivierung durch diese Chemikalien kommen. Der hier 

30 formulierte Einschluft von Makromolekiilen ist daher der 

denkbar schonendste. 
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Belsplele 

Verwendete Abkurzungen 



PC 
PS 

HEPES 
MES 

Sulfo-SMCC 

BSA 
EDC 

CHAPS 

DeoxyBigCHAP 
EDTA 



Phosphatidylcholin 
Phosphatidyl serin 

N- [2-Hydroxyethylpiperazin-N 1 - (2- 
ethansulf onsaure) ] 

2- (N-Morpholino ) -ethansulf onsaure 

Sulf osuccinimidyl-4- [N-maleimidomethyl ] • 

cyclohexan-l-carboxylat 

Rinderserumalbumin 

l-Ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) - 
carbodiimid 

3- [ (Cholamidopropyl ) -dimethylammonio] -2- 
hydroxypropansulf onsaure 

N, N x -bis ( 3-Gluconamidopropyl ) - 
deoxycholamid 

Ethylendiamintetraessigsaure 



Bei spiel 1 Herstellung von BSA-Alginat-Nanokapseln 

Herstellung der Liposoiuen 

Die als Matrix verwendeten Liposomen werden durch 
Dialyse eines wassrigen Gemisches aus PC (47,5 mol%), 
PS (2,5 mol-6) und Natriumdeoxycholat (50 mol%) 
hergestellt. Das Gemisch wird gegen 150mM Natrium- 
chlorid in Wasser dialysiert. 

Beschichtung mit PI 

Zur Beschichtung mit BSA stellt man folgende End- 
konzentrationen ein: Liposomen 4mg/ml, BSA lOmg/ml, EDC 
lOmg/ml und MES 50mM pH5, 1 . Die Fixierung des BSA auf 
der Oberflache der Liposomen erfolgt fur mindestens 
eine Stunde bei 37 °C, anschlieiiend beendet man die 
Reaktion durch Zugabe von 200mM Kaliumacetat . Der 
OberschuU des eingesetzten BSA und EDC wird durch 
Flotation abgetrennt . 
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Beschichtung mit P2 

Zur Vernetzung der Pl-Schicht werden den beschichteten 
Liposomen 200yg/ml ' Natriumalginat und 50mM MES-Puf fer 
pH5.1 zugesetzt. Die Vernetzung wird durch Zugabe von 
lOmg/ml EDC gestartet und fur* zwei Stunden bei 37 °C 
durchgef uhrt . Die Reaktion wird anschliefiend wie oben 
durch Zugabe von 2 00mM Kaliumacetat gestoppt. 

Auswaschen der Liposomen 

Zur Entfernung der Liposomen wurden die beschichteten 
Liposomen mit IV, CHAPS behandelt. Die so erhaltenen 
detergensstabilen Strukturen entsprechen in ihrer Groiie 
dem Ausgangsmaterial. Die Effizienz der Kapselbildung 
wird durch Messung der Lichts treuung vor und nach der 
Detergensgabe bestimmt und liegt zwischen 30 und 60V,. 

Bei spiel 2 

Herstellung von Kapseln aus einem Lektin und Alginat 

Herstellung der Liposomen 

820mg PC werden. in 1ml Ethanol gelost; 42mg PS und 
4 90mg Natriumdeoxycholat werden in 2.5ml Wasser gelost. 
Beide Losungen werden vereinigt und mit 150mM NaCl auf 
40ml aufgefullt. Liposomen werden daraus durch 
Gelf iltration an SephadexCeO G-25 in 150mM NaCl 
hergestellt. Die gewonnenen Liposomen werden durch 
Flotation in einer Ultrazentrif uge auf konzentriert , 
kurz mit Ultraschall behandelt und durch ein Filter der 
Porenweite 0,221am steril filtriert. 

Beschichtung mit PI 
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5ml cier Liposomen werden mit 1ml MES-Puffer (SOOmM pH5) 
und 0,3ml NaCl-Losung (5M) versetzt, anschlieiiend 
werden 35mg Concanavalin A (SIGMA, type VI) und 75mg 
EDC zugesetzt und die Mischung fur 3h bei 37 °C 
inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 2ml HEPES 
(1M pH8) und 0,2ml Kaliumacetatlosung (5M) gestoppt. 
Die mit PI beschichteten Liposomen werden durch 
Flotation in der Ul trazentrif uge isoliert und 
anschlieiiend in 5ml MES-Puffer (lOOmM pH5) aufgenommen. 

Vernetzung mit P2 

2,5ml der mit Concanavalin A beschichteten Liposomen 
werden 0,1ml Natriumalginat (lOmg/ml) und 50mg EDC 
gemischt. Die Losung wird mit lOOmM MES-Puffer pH5 und 
200mM NaCl auf 4ml aufgefullt und iiber Nacht inkubiert. 
Zum AbschluB der Reaktion werden 1ml HEPES ( 1M pH8) und 
0, 2ml Kaliumacetat (5M) sowie je 5jjl CaC12 und MnC12 
(je 1M) zugesetzt. 

Auswaschen der Liposomen und Isolierung der Nanokapseln 
Der Ansatz wie oben wird mit 2,5mg DeoxyBigCHAP 
behandelt. Die Isolierung der Hullstrukturen gelingt 
durch Sedimentation in der Ultrazentrif uge unter 
Nutzung eines Sucrosegradienten . Nanokapseln sedimen- 
tieren durch eine 0,5M Sucroseschicht und werden an der 
Grenzflache zu einer 2M Sucroselosung zuruckgehalten . 
Die so erhaltenen Proben enthalten kein nachweisbares 
Lipid und lmg/ml Protein. Das verwendete Concanavalin A 
ist nach dem Einbau in die Hullschicht noch 
bindungsf ahig und kann glykosylierte Proteine binden. 
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Bei spiel 3 

Bindung glykosylierter Proteine an Nanokapseln aus 
Concanavalin A - Alginat 

Sec-Komplex aus Saccharomyces cerevisiae wird wie in 
5 Panzner e.t al . , Cell 1995, "May 19; 81(4):561-70 

beschrieben auf gereinigt . 2 . . . 2 0jal der Nanospharen aus 
Beispiel 2 und 20]il des Sec-Komplexes werden mit 8Q\il 
Puffer (50mM HEPES pH 7.5, 0 . 5%DeoxyBigCHAP) vereinigt 
und fur 12h bei 4°C inkubiert. Die enthaltenen 
10 Nanospharen werden sedimentiert (Rotor Beckman 100.3, 

75.000rpm fur 30min) und die Verteilung des Sec- 
Komplexes wird mittels SDS-PAGE analysiert. 5\il der 
praparierten Nanospheren fuhren zu einer Bindung von 
mehr ais der Halfte des angebotenen Sec-Komplexes . 

J 5 

Beispiel 4 

EinschluB von Peroxidase in Nanokapseln 

.. Liposomen werden wie unter 2. durch Gelf iltra tion 
hergestellt, wobei der Ausgangslosung lmg/ml 

20 Meerrettich-Peroxidase (POD) zugesetzt werden. Nicht 

eingeschlossene POD wird bei der Flotation abgetrennt. 
1.39. der anfanglichen Enzymmenge und 25?, des 

eingesetzten Lipids finden sich in der flotierten 
Phase. Die Beschichtung wird wie unter 2. mit 

25 ConcanavalinA und Alginat vorgenommen . 

lOOpl der liposomalen Nanokapseln und lOOyl 
unbeschichtete Liposomen wurden zur Analyse des 
Einschlusses verwendet. Dazu wurden beide Proben mit je 
lOOpl Detergenslosung (2* DeoxyBIGChap, lOOmM HEPES 

30 pH7 . 5 und 150mM Kaliumacetat ) gemischt und in einem 

Ul trazentrif ugationrohrchen (0.8ml fiir Beckman SW55) 
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mit 350)jl einer Sucroselfisung mittlerer Dichte (0.8M 
Sucrose, 50mM HEPES pH7.5,150mM Kaliumacetat unci 0.2?, 
DeoxyBIGChap) unci lOOjal einer Sucroselosung hoher 
Dichte (2M Sucrose, 50mM HEPES pH7.5, ISOmM 
Kaliumacetat und 0.2 f ^ DeoxyBIGChap) unterschichtet und 
fur lh bei 55.000rpm zentri f ugiert . 

Von der Phasengrenze zwischen 2M und 0 . 8M Sucrose 
wurden die Nanokapseln gesammelt, freigesetzte Proteine 
und zerfallene Hullschichten wurden aus der obersten, 
Probenauf tragsschicht entnommen. Die Verteilung von 
Protein, Lipid und POD ist fur unbeschichtete Liposomen 
und Nanokapseln in der untenstehenden Tabelle 
wiedergegeben . 

Nur nach Beschichtung der Liposomen mit ConcanavalinA 
und Alginat findet sich ein signif ikanter Anteil (etwa 
25V,) der POD gemeinsam mit etwa 15% des Proteins in 
der sedimentierten Phase. 



Liposomen, Liposomen, Nanokapseln, 
obere untere obere Phase 

Phase Grenzschicht 



Nanokapseln, 
untere 

Grenzschicht 



Lipidvertei lung 100% 

Proteinvertei- 91% 
lung 

POD-Verteilung 100* 



0% 
3% 

0°o 



lOOfc 
87.5* 

73^ 



0% 

12.5* 
27* 
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Beispiel 5 

Herstellung von BSA-Alginat-Nanokapseln unter 

Verwendung thiolhal tiger Liposomen 

Herstellung der Liposomen 

400mg PC und 7 . 5mg Octadecylmercaptan werden in 1ml 
Ethanol gelost und anschliefiend unter Riihren in 40ml 
Puffer (lOmM HEPES, 150mM NaCl, 5mM EDTA, pH7.5) 
gegeben. Die erhaltene liposomctle Suspension wird bei 
800bar mit einem Hochdruckhomgenisator behandelt und 
anschlieBend durch ein 0, 45pm- Filter gedriickt. 

Beschichtung mit PI 

Liposomen wie oben werden mit dem angegebenen Puffer 
auf 5mg/ml Lipid verdunnt . Anschli efiend werden BSA 
(2mg/ml) und sulfo-SMCC (2mM) zugesetzt. Die Mischung 
wird liber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. 

Vernetzung mit P2 

0.9ml der beschriebenen Reakt ionsmischung werden mit 

folgenden Losungen vermischt : 

0.1ml MES-Puffer, 500mMpH5 

0.08ml NaCl-Losung, 5M 

0.1ml Natriumalginat, 4mg/ml 

0.1ml EDC, lOOmg/ml 

Die Vernetzung wird fur zwei Stunden bei Raumtemperatur 
durchgef iihrt . 

Auflosung der inneren Liposomen 

Die Auflosung der inneren Liposomen gelingt wie in den 
vorherigen Beispielen ausgefuhrt durch Zugabe von 
Detergenzien . Anhand der Anderung in der Intensitat des 
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Streulichts vor und nach der Zugabe des Detergens kann 
auf die Ausbildung eigens tabiler Hullen geschlossen 
werden . Vorzugsweise wird l'ANatriumcholat zur AufJosung 
der Liposomen eingesetzt. 

Bei spiel 6 

Verwendung ionisch geladener Liposomen zur Herstellung 
der Nanokapseln 

Herstellung der Liposomen 

4 00mg PC, 7 . 5mg Octadecylmercaptan und 9.7mg 
Cetyltrimethylammoniumbromid werden in 1ml Ethanol 
gelost und anschlieJJend unter Ruhren in 40ml Puffer 
(lOmM HEPES, 150mM NaCl, 5mM EDTA, pH7.5) gegeben. Die 
erhaltene liposomale Suspension wird bei 800bar mit 
einem Hochdruckhomgenisator behandelt und dann durch 
ein 0, 45pm- Filter gedriickt. 

Beschichtung und Vernetzung und Auflosung der Liposomen 
konnen wie in Beispiel 5 ausgefiihrt werden. Durch die 
Auf konzentrierung des (negativ geladenen) BSA an den 
positiv geladenen Liposomen wird eine schnellere 
Reaktion moglich, die Reaktionszei t kann auf zwei 
Stunden gesenkt werden. 

Beispiel 7 

Nanokapseln aus Hamoglobin und Alginat 

Herstellung der Liposomen 

400mg PC und 7 . 5mg Octadecylmercaptan werden in 1ml 
Ethanol gelost und anschliefiend unter Ruhren in 40ml 
Puffer (lOmM HEPES, 150mM NaCl, 5mM EDTA, pH7.5) 
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gegeben. Die erhaltene .liposomale Suspension wird bei 
800bar mit einem Hochdruckhomgenisator behandelt und 
anschlieftend durch ein 0, 45pm- Filter gedruckt. 

Beschichtung mit PI 

Liposomen wie oben werden mit dem angegebenen Puffer 
auf 5mg/ml Lipid verdiinnt. AnschliefJend werden 
Hamoglobin (2mg/ml) und sulfo-SMCC (2mM) zugesetzt . Die 
Mischung wird liber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. 

Vernetzung mit P2 

0.9ml der beschr iebenen Reaktionsmischung werden mit 

folgenden Losungen vermischt: 

0.1ml MES-Puffer, bOOmM pH5 

0.08ml NaCl-Losung, 5M 

0.1ml Matriumalginat , 4mg/ml 

0.1ml EDC, lOOmg/ml 

Die Vernetzung wird fur zwei Stunden bei Raumtemperatur 
durchgef uhrt . 

Die eigenstandige Stabilitat der entstandenen 
Hullschicht kann wie im Beispiel 5 durch Zugabe eines 
Detergens und Messung der Lichtstreuung erfolgen. 

Beispiel 8 

Nanokapseln aus Hamoglobin und Chitosan 

Liposomen werden wie in Beispiel 7 hergestellt und mit 
Hamoglobin beschichtet. 

Nach Abschlufi der Beschichtung mit Hamoglobin werden zu 
0.9ml der beschriebenen Reaktionsmischung die folgenden 
Losungen gegeben: 
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0.1ml MES-Puffer, 500mM pH5 
0.0 8ml NaCl-Losung, 5M 

0.08ml Chitosan aus Krabben, 85v, deacyliert, 5mg/ml 
0.1ml EDC, lOOmg/ml 

Die Vernetzung wird fur zwei Stunden bei Raumtemperatur 
durchgef iihrt . 

Die eigenstandige Stability der entstandenen 
HUllschicht kann wie im Beispiel 5 durch Zugabe eines 
Detergens und Messung der Lichts treuung erfolgen. 

Beispiel 9 

Nanokapseln aus anderen Proteinen und Chitosan 

Die Vorschrift aus Beispiel 8 ist unter den gleichen 
Bedingungen mit . Concanavalin A oder Collagen oder 
Albumin durchf iihrbar . 

Beispiel 10 

Nanokapseln unter Verwendung eines Acrylats 

Liposomen werden wie in Beispiel 5 hergestellt und mit 
BSA beschichtet. 

Herstellung eines thiolreaktiven Acrylats 
Acrylate mit freien Thiolf unktionen lassen sich durch 
reduktive Zersetzung von disulf idvernetzten 

Polyacrylamidgelen erzeugen. Eine Arbeitsvorschrif t zur 
Herstellung und Zersetzung solcher Gele ist bei Hansen 
(Analytical Biochemistry 76: 37-44 (1976) ) gegeben. 
Nach dieser Vorschrift werden thiolhaltige 

Polyacrylamide mit einem Substitutionsgrad von 
mindestens 54 hergestellt. 
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Vernetzung rait thiolreakti ven Acrylaten 

Thiolreakti ve Acrylate wie oben werden 211 Liposomen 
gegeben, die wie in Beispiel 5 oder 7 oder 9 mit 
Proteinen beschichtet wurden . Die Endkonzentration des 
5 Polymers betragt dabei 400pg/ml. Die Mischung wird fur 

einige Stunden bei Raumt emperatur inkubiert, 
anschlieBend kann die eigens tandige Stabilitat der 
Hullschichl: durch Auswaschen ,der Liposomen wie in 
Beispiel 5 nachgewiesen werden. 

10 

Beispiel 11 

Nanokapseln ohne Verwendung von Proteinen 

Liposomen werden wie in Beispiel 5 hergestellt. 

15 Beschichtung mit PI 

Liposomen werden mit dem in Beispiel 5 verwendeten 
Puffer auf 5mg/ml Lipid verdunnt. Anschl ieflend werden 
Chitosan (0,25mg/ml) und sulfo-SMCC (2mM) zugesetzt. 
Die Mischung wird liber Nacht bei Raumtemperatur 

20 inkubiert. 

Vernetzung mit P2 

Zur Reaktionsmischung werden 4 00pg/ml des thiolhaltigen 
Polyacrylamids aus Beispiel 10 gegeben. Die Mischung 
25 wird fur einige Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, 

anschliefiend kann die eigenstandige Stabilitat der 
Hullschicht durch Auswaschen der Liposomen wie in 
Beispiel 5 nachgewiesen werden. 

30 Beschichtung mit einem Protein 
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Beispiel 12 

Nanokapseln unter Verwendung membranstandiger Proteine 

Modif izierung von BSA 

50mg BSA werden in 2,5 ml Puffer (20mM Natriumphosphat, 
150 mM NaCl, 40mM Natriumdeoxycholat, pH 7.5) gelost, 
anschlieliend werden l,25mg Palmitinsaure-N- 

Hydroxysuccinimidester zugesetzt. Die Mischung wird fur 
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieliend 
werden nicht gebundener Palmitinsaure-N-Hydroxysucci- 
nimidester und seine Hydrolyseprodukte durch 
Gelfiltration an Sephadex G25 abgetrennt. Hierbei wird 
ein Puffer wie oben verwendet, der aber nur 4mM 
Natriumdeoxycholat enthalt. 

Herstellung der Liposomen 

400mg PC werden in 1ml Ethanol geldst und rasch in 40ml 
Puffer (20mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,5) 
verdiinnt. Die erhaltene liposomale Suspension wird bei 
800bar mit einem Hochdruckhomgenisator behandelt und 
anschlieliend durch ein 0, 45um-Filter gedruckt . 

Beschichtung mit modif iziertem BSA 

Die Lipsomen werden mit dem modif izierten Protein 
gemischt und mit Puffer (20mM Natriumphosphat, 150mM 
NaCl, pH7.5) auf 50ml aufgefullt. Dann wird soviel 
Natriumdeoxycholat zugesetzt, dass die Endkonzentration 
lOmM betragt. Die Ldsung wird unter leichter Bewegung 
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, 
anschlieliend wird das Detergens durch Dialyse gegen 
20mM Phosphat, 150mM NaCl,pH7.5 entfernt. 
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Vernetzung mit Alginat 

Zur Vernetzung der BSA-Schicht werden den beschich teten 
Liposomen 200yg/ml Natriumalginat und 50mM MES-Puffer 
pHS.l zugesetzt. Die Vernetzung wird durch Zugabe von 
5 lOmg/ml EDC gestartet und fur* zwei Stunden bei 37°C 

durchgefuhrt . Die Reaktion wird anschliefiend durch 
Zugabe von 200mM Kaliumacetat gestoppt. 

Die eigenstandige Stabilitat der Htlllschciht kann durch 
AufJosung der inneren Lipidschicht mit einem Detergens 
l() und Vergleich der Intensitat des Streulichts bestimmt 

werden . 
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Beispiel 13 
15 PEG-modifizierte Nanokapseln 

Nanokapseln werden wie im Beispiel 10 unter Verwendung 
eines thiolhaltigen Acrylats hergestellt. Nicht 
eingebaute Polymere werden durch Flotation entfernt, 
der verwendete Puffer enthalt lOmM HEPES, 150mM NaCl, 
20 5mM EDTA, pH7.5. Zu den flotierten Nanokapseln wird 

soviel Puffer gegeben, dass deren Lipidkonzentration 
5mg/ml betragt. Zu dieser Losung werden 0, 5mg/ml a- 

Methoxy-co-Maleimido~Polyethylenglykol gegeben und fur 
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

25 

Beipsiel 14 

Fluorescierende Nanokapseln 

Herstellung der Liposomen 

Alle Handlungen sind in abgedunkelten Raumen 
30 vorzunehmen. 4 00mg PC und 7 . 5mg Octadecylmercaptan 

werden in 1ml Ethanol gelost und anschlieftend unter 
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Ruhren in 4 0ml Puffer . (lOmM HEPES, 150mM NaCl, 5mM 
EDTA, 20mM Calcein, pH7.5) gegeben. Die erhaltene 
liposomale Suspension wirci bei BOObar mit einem 
Hochdruckhomgenisator behandelt und anschliefiend durch 
ein 0, 45pm-Filter gedruckt. Nicht in die Liposomen 
eingeschlossenes Calcein wird durch Gelf iltration an 
Sephadex G25 abgetrennt. Dazu wird ein Puffer 
verwendet, der lOmM HEPES, 150mM NaCl, 5mM EDTA, pH7 . 5 
enthalt. 

Die Beschichtung der Liposomen kann wie in Beispiel 5 
ausgefiihrt werden. Calcein wurde in diesem Beispiel in 
einer Konzentration eingeschlossen, die zur 
Selbstquenchung des ausgesendeten Fluorescenzlichts 
ftihrt. Dieser Quencheffekt wird bei einem Austritt des 
Calceins in das umgebende Medium aufgehoben. Solche 
Nanokapseln konnen zur Bestimmung von Stabilitaten in 
verschiedenen Medien, insbesondere in biologischen 
Systemen wie - Mageninhal t , Darminhalt, Serum, Lymphe 
verwendet werden. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Nanokapseln mit einem 
Durchmesser von 50 nm bis 10 \m, 

dadurch gekennzeichnet , daft 

Liposomen hergestellt werden, diese mit einem 
Polymer PI beschichtet werden, indem das Polymer PI 
in wafiriger Losung an die Liposomenober f lache 
gebunden wird und dann das aufgebrachte Polymer PI 
mit einem von PI verschiedenen Polymer P2 in 
waflriger Losung kovaient vernetzt wird und 
gegebenenf alls noch weitere Polymerschichten durch 
Vernetzung aufgebracht werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daii 

-die Liposomen nach Vernetzung der Polymere 
aufgelost werden, vorzugsweise durch Auswaschen mit 
einem Detergenz . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

von Liposomen ausgegangen wird, die biologisch 
aktive Verbindungen oder Verbindungen eines 
Detektionssystems tragen, welche bei der 
Durchfiihrung des Verfahrens in den Nanokapseln 
verbleiben. 
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4. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

als wasserlosliche Polymere PI und P2 solche 
eingesetzt werden, die als funktionelle Gruppen 
Amino-, Carboxyl-, Thiol-, Hydrazo-, Hydroxy-, 
Azidwasserstof f-, Aldehyd- und/oder Aktivester- 
gruppen oder Koxtibinationen dieser Gruppen aufweisen 
und nicht selbst micellare oder vesikulare 
Strukturen bilden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , daft 

das Polymer PI mit den Liposomen oder das Polymer 
PI mit dem Polymer P2 durch ■ Hilf sstof f e vernetzt 
wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

als Hilfsstoffe Isothiocyanat , Isocyanate, 
Acylazide, N-Hydroxysuccinimides ter , Sulf onylchide, 
Aldehyde, Epoxide, Carbonate, Imidoester, 

Carbodiimide, Anhydride, Haloacetyle, Alkylhalide, 
Maleimide, Aziridine, Pyridiyldisulf ide, Diazoal- 
kane, Diazoacetyle, Carboyldiimidazole, N-Hydroxy- 
succinimidylchloroformiate oder Verbindungen, die 
diese f unktionellen Gruppen in geeigneten Kombi- 
nationen enthalten, eingesetzt werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daft 
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die wasserloslichen - Polymere PI oder P2 chelati- 
sierende oder chelatbindende Eigenschaf ten auf- 
weisen . 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , daft 

die Polymere PI und/oder P2 Proteine sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Polymere PI und/oder P2 Kohlenhydrate sind. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die wasserloslichen Polymere PI und/oder P2 
synthetische Polmyere sind. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, -daft 

die erhaltenen Nanokapseln an ihrer Oberflache 
modifiziert werden, vorzugsweise durch Polyethylen- 
glycol, Proteine, Peptide oder Hormone, besonders 
bevorzugt durch Polyethylenglycol . 

12. Nanokapseln mit einem Durchmesser von 50 nm bis 
10pm, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

ihre Hullschicht aus mindestens zwei verschiedenen, 
miteinander vernetzten Polymeren PI und P2 besteht. 
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13. Nanokapseln nach. Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

zusatzlich eine Lipidschicht vorhanden ist, auf der 
sich die Polymerschicht en befinderu 

14. Nanokapseln hergestellt gemaft einem oder mehreren 
der Anspriiche 1 bis 11. 

15. Verwendung von Nanokapseln nach einem der Anspriiche 
12 bis 14 zur Herstellung von pharmazeutischen 
Zubereitungen zur Applikation von Wirkstof f en . 



16. Verwendung von Nanokapseln nach einem der Anspriiche 
12 bis 14 zur biochemischen Diagnostik. 



b 
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=== (54) Title: NANOCAPSULES AND METHOD OF PRODUCTION THEREOF 

(54) Bezeicbnung: NANOKAPSELN UND VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG DEESER 

^1 (57) Abstract: The invention relates to nanocapsules with a size ranging between 50 nm and 10 uxn diameter whose envelope layer 
consists of at least two different, cross-linked polymers PI and P2. Optionally, a lipid layer may be present underneath said envelope 

f<J layer. The inventive nanocapsules are produced by covalently cross-linking at least two different water-soluble polymers PI and P2 
on the surface of liposomes. Optionally, said liposomes are dissolved once the polymers are cross-linked. The inventive nanocapsules 

9\ can cany biologically active compounds. 

^ ( 57 ) Zusam menfassung: Die Erfindung betrifft Nanokapseln mit einer Grosse zwischen 50 nm und 10 urn Durchmesser, deren 
^ Hullschicht aus mindestens zwei verschiedenen, miteinander vemetzten Polymeren PI und P2 besteht, wobei gegebenenfaUs unter 
dieser Hullschicht noch eine Lipidschicht vorhanden ist Die erfindungsgemassen Nanokapseln werden durch kovalente Vernetzung 
W von mindestens zwei verschiedenen wasserloslichen Polymeren PI und P2 auf der Oberflache von Liposomen hergestellt, wobei die 
^ Liposomen nach der Vernetzung gegebenenfaUs aufgelost werden. Die erfindungsgemassen Nanokapseln konnen biologisch aktive 
^ Veibindungen tragen. 
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